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1. 序論 
中枢神経系 (Central nervous system; CNS) の Neuronに発現している Nogo受容体-1 (NgR1) は, 脳梗塞
をはじめとした各種損傷脳において, 軸索の再伸長に抑制的に作用することで, 生体が元来有する潜在的回復
能を阻害している  (Schwab, 2010). 
Crtac1B/Lateral olfactory tract usher substance (LOTUS) は, NgR1の antagonistとして発見された. 
近年では in vitro研究において, Nogo-Aをはじめとした NgR1 リガンド全てに拮抗することが明らかとなり, 
NgR1を介した軸索伸長阻害シグナルに対する抑制効果が示されている (Kurihara, et al., 2014, Sato, et 
al., 2011). また, LOTUSは, 内因性分子であることから, 将来的な治療応用への障壁は相対的に低く, 大き
な選択肢とも考えられている. その一方で, これまで in vivo 環境における LOTUSの効果は示されてこなかっ
た. 
そこで我々は, まず, LOTUS 過剰発現マウスを作製し, 一過性脳虚血部分脳梗塞モデルを用いて, LOTUSを
含む NgR1シグナルバランスの発現変動を時間的空間的に解析した. また, 脳虚血後の運動性神経回路におけ
る, 代償性の運動線維の変化を組織学的に評価して, 行動学的評価と併せて虚血性脳損傷後の軸索伸長に関す
る生体反応に関して考察を行った. これらの結果から, in vivo環境における“NgR1シグナル抑制を介した
LOTUSの損傷軸索再伸長促進効果”について検討するとともに, LOTUSを用いた将来的な脳虚血治療法開発の
可能性について考察を行った. 
 
2. 実験材料と方法 
1) 遺伝子改変動物と動物モデル：  
LOTUSを Neuron (軸索終末) 特異的に過剰発現させるべく, synapsin-1 promoter領域 
の下流に LOTUS配列を組みこんだ cDNAをデザインし, マイクロインジェクション法を用いて C57BL/6Jバック
グラウンドの LOTUS過剰発現マウス (LOTUS overexpressing transgenic mice; LOTUS-Tg) を作製した 
(UNITECH Co., Ltd., Kashiwa, Japan). 
 12-14週齢 (体重 28-33g) の野生型 (WT) 雄性マウス (n=41) と LOTUS-Tgマウス (n=39)を対象とし, それ
ぞれに対して以下の 3種の侵襲を加えた. 脳梗塞動物モデルは, 栓子を用いて中大脳動脈を閉塞 (middle 
cerebral artery occlusion; MCAO) し, 一定時間後に抜去する部分脳梗塞モデルを採用した. 具体的には, 
吸入麻酔下に前頚部を皮膚切開し, 先端をシリコンコーティングした 7-0ナイロン糸を右総頸動脈から挿入
し, 中大脳動脈を閉塞後, 45 分後に抜去した. 最終的に, 死亡, 体重, 神経学的スコアの規定により除外個
体が発生したため, 動物の実数は以下となった. 
MCAO: WT; n=32 (n=24), LOTUS-Tg; n=30 (n=21) 
偽手術 (Sham) : WT; n=6, LOTUS-Tg; n=6 
非手術 (Ctl) : WT; n=3, LOTUS-Tg; n=3 
 
2) 実験系: 前述の動物を, 評価系毎に以下の実験系に割り付けた. 
実験 a: 急性期の脳梗塞評価 (WT-MCAO; n=9, LOTUS-Tg-MCAO; n=6) 
脳梗塞作製手術中にレーザードップラー血流量計（LDF）を用いて中大脳動脈領域の脳血流量（cerebral 
blood flow; CBF）を測定した. MCAO後 72時間に TTC染色を行って, WTと LOTUS-Tgの 2群間で脳梗塞体
積を評価した. 
 
実験 b: 行動解析・組織学的評価・慢性期の脳梗塞評価 (WT-sham; n=6, WT-MCAO; n=9, LOTUS-Tg-sham; 
n=6; LOTUS-Tg-MCAO; n=9) 
慢性実験の系では, MCAO後 17週に, 虚血対側の sensorimotor cortex に前行性軸索トレーサー 
(biotinylated-dextran amine; BDA) を注入して, その 2週後（MCAO後 19週）に灌流固定と脳脱を行っ
た. 虚血巣の萎縮率 (cortical width index) と Nissl染色から, 慢性期における虚血性損傷を評価する
とともに, DABを用いた BDA 染色を行って, 健側皮質脊髄路 (cortico-spinal tract; CST) から, 患側の
延髄外側網様体や頚髄灰白質への cross-sprouting axon（交叉性の発芽軸索）をカウントして, 脳虚血動
物における健側運動性回路から患側への代償性 sprouting と, LOTUS過剰発現の関連について評価を行っ
た. また, MCAO後 16週まで経時的に評価した神経学的スコアと組織学的変化の関連についても考察した. 
 
実験 c: NgR1関連タンパクの時間的空間的発現変動評価(WT-Ctl; n=3, WT-MCAO; n=6, LOTUS-Tg-Ctl; 
n=3, LOTUS-Tg-Ctl; n=6) 
Western Blot法を用いたタンパク発現の評価系では, NgR1と, その代表的リガンド (Nogo-A), その
antagonistである LOTUSを, 時間的空間的 (時間; 虚血前/虚血後 6週/虚血後 16週, 空間; 健側半球/患
側半球) に追跡評価した. 
 
3. 結果 
1) 脳梗塞における LOTUS過剰発現の影響 
TTC 染色における梗塞巣は, 一側大脳皮質の広範囲と線条体に生じており, 急性期と慢性期の何れにおい
ても, 脳梗塞体積は二群間で有意差を認めなかった (p>0.05). 虚血負荷後 16週の脳萎縮の程度（cortical 
width index）と, 経過中の体重も, 二群間の比較結果は同様であった. 
 
2) NgR1関連タンパクの発現変動 
実験 cでは, 虚血負荷前後(虚血前, 虚血後 6週, 虚血後 16週)で PBS灌流を行った後, マウスの脳と頸
髄を一塊として取り出して大脳皮質を選択的に除去し, 健側(非虚血側)と患側(虚血側)をそれぞれサンプリ
ングして Western blotを行った. NgR1と Nogo-Aに関しては, 二群間に時間的空間的な変動は認めなかった
一方で, LOTUSは, 両群ともに虚血負荷後 6週の健側で有意な上昇を認めた. 
 
3) 健側回路から患側への代償性回路形成 
BDA を用いた健側 CSTの前行性標識では, 虚血負荷後の LOTUS-Tg（LOTUS-Tg-MCAO）群において延髄 CST
から患側の外側網様体, 脊髄後索から患側灰白質への cross-sprouting fiberが,有意に増加していた. 延髄
CSTから網様体への線維に関する検討では,“患側への線維/健側への線維”で算出した laterality ratioも
LOTUS-Tg-MCAO群で有意に高値であった. 脊髄の CST（脊髄後索）から灰白質への線維に関する検討において
も, LOTUS-Tg-MCAO群で有意に増加しており, その傾向は, 脊髄 C4-5と比べて C6-7レベルの方が顕著であっ
た. 
 
4) 神経症状の回復と代償性回路形成の相関 
 虚血による運動麻痺症状のスコア (Bederson et al., 1986) では, LOTUS-Tg-MCAO群で有意な回復を示し, 
post-hoc testでは虚血後 12週, 同 16週で WT-MCAO群とのスコアに有意差を認めた (p<0.05, p<0.01). 延
髄外側網様体への sprouting-fiberの laterality ratioと, 神経症状スコアの回復度は強い相関関係を示し
た (R=0.81, p<0.001). 
 
4．考察 
 脳虚血負荷後慢性期の健側半球において, LOTUSの発現が増加した. LOTUSの過剰発現は, 運動性神経回路
における健側から患側への代償性 sprouting-fiberを増加させ, それによって神経機能の回復に寄与している
可能性が示唆された。本研究により, NgR1シグナルをターゲットとした脳梗塞慢性期治療の可能性が示され
た. また, LOTUSによる NgR1 シグナルコントロールを用いた新規治療応用に関する研究の妥当性も示唆され
た. 
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